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的に働く遺伝子群を単離するため、35 日齢マウス精巣 cDNA ライブラリーから 17 日齢マウス精巣の mRNA を差し
引いたサブトラックティッドライブラリーが作製され、現在までに様々な遺伝子の解析が行われている。 
 本研究では、このライブラリーを構成するクローン TISP-79 をプローブとして当該遺伝子の全長 cDNA をクロー
ニングし、シーケンシングにて既知の遺伝子と比較し、構造の解析と生体での発現様式について検討した。 
【材料と方法】 
１) TISP-79 をプローブとして cDNA 全長遺伝子をクローニングするため、35 日齢の雄マウス精巣から作成したラ
イブラリーを用いてコロニーハイブリダイゼーションを行った。得られたクローンに対して塩基配列を決定する
ため、Genetic Analyzer 3100 を用いてシーケンシングを行った。 
２) 塩基配列をもとにデータバンク情報とコンピュータを用いて、既存遺伝子とのホモロジー検索ならびにアミノ酸
配列の検索を行った。 
３) 各種組織より全 RNA を抽出し、mRNA の発現をノザンブロットにて検討した。スプライシングバリアントは
バリアント特異的プライマーを設定し reverse transcription-polymerase chain reaction（RT-PCR）法で検出
した。 
４) 組換え体タンパク質を作製するため PCR 法で増幅させた遺伝子を pET30a(＋) に導入し、菌体内タンパク質と
して産生させた。タンパク質の精製には TALOMTM Purification Resin を用いた。このタンパク質をさらにポリ
アクリルアミドゲル電気泳動にて精製したのち SD ラットに免疫し、抗体を得た。 
５) 遺伝子産物は作製したラット抗体を用いたウエスタンブロットならびに免疫組織化学染色にて検出した。 
【結果】 
１) コロニーハイブリダイゼーションにより単離した遺伝子の全長は 1953bp であった。この塩基配列をもとにコン
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ピュータ解析を行ったところ、マウスでは第５染色体上に存在していた。２つの open reading frame (ORF)-1
と ORF-2 が存在し、ともに既知のドメインは保有していなかった。２つのスプライシングバリアントが存在し、
唾液腺と精巣で発現が想定されたため、それぞれδ20S1、δ20T2 と名付けた。また、ヒトでは第７番染色体上
に対応する遺伝子が認められた。マウスとヒトの相同性は、ORF1 で 98.5％、ORF2 で 43.9％であった。 
２) δ20 遺伝子の全長をプローブとしノザンブロットを行ったところ、マウス精巣でのみ発現が認められた。しか
し、δ20S1 に特異的な部位のプローブを用いた場合には、顎下腺でのみ発現が認められた。δ20ORF1 および
ORF2 領域にプライマーを設定しマウス組織を用いて RT-PCR による検討を行ったところ、それぞれ顎下腺、
精巣でのみ発現が認められた。 
３) δ20S1 タンパク質のマウス組織での発現を知るため、δ20S1 が転写されるδ20ORF1 に対する抗体を作製し、
ウエスタンブロットを行った結果、顎下腺でのみタンパク質が検出された。また、マウス顎下腺では３週齢から
検出され、週齢を増すごとに増加がみられた。 












論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 本研究は、新規遺伝子δ20S1 の構造の解析と生体での発現様式について検討したものである。 
 その結果、マウス顎下腺顆粒性導管及びヒト顎下腺線条部に特異的に発現する新規の唾液分泌型顎下腺特異的因子
であることが明らかとなった。 
 以上の結果は、新規遺伝子δ20S1 を単離し、構造、発現様式をはじめて明らかにしたものであり、博士（歯学）
の称号を与えるに値するものと認める。 
